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(DE19754103A) Novelty - A packaging cell line (A) for producing E1 -deleted adenovirus is new and 
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adenoviral E1 region and anti-apoptotic genes (I). 
ACTIVITY - Antitumor. 

MECHANISM OF ACTION - Induction of apoptosis. 

Use - (A) are used to produce recombinant adenoviral vectors, particularly those that include 
apoptosis-inducing genes. These vectors are used for somatic gene therapy of tumors. 
Advantage - The minimal E1 region provides necessary helper functions required for replication of 
E1 -deleted virus, but does not permit recombination to produce replication-competent particles. 
Incorporation of (I) allows preparation of vectors containing apoptosis-inducing genes, but these do 
not induce apotosis in producer cells, although they can after transfer to tumor cells. HepZ has a 
high capacity for protein-synthesis and the E2F gene used for immortalization has an additional 
stimulatory effect on adenoviral gene expression, resulting in yields of virus greater than those 
obtained with known cell lines. In addition this cell line is free of endogenous viruses. 
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1. Neue Verpackungszellinie zur Produktion von E1 deletierten Adenoviren, gekennzeichnet 
durch die Leberzellinie HepZ (DSM ACC 2302) mitden zusatzlichen Insertionen 



a) der minimalen E1 -Region von Adenoviren und 

b) von antiapoptischen Genen. 
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® Verpackungszellinie zur Produktion von E1 deletierten Adenoviren 

© Die Erfindung betrifft eine Verpackungszellinie zur Pro- 
duktion von El deletierten Adenoviren. Anwendungsge- 
biete sind die Gentechnik, die Medizin und die pharma- 
zeutische Industrie. 

Ausgangspunkt der Verpackungszellinie ist die Leberzelli- 

nie HepZ(DSM ACC 2302). 

Diese Linie wird in folgender Weise verandert: 

a) Die E1-Region von Adenoviren wird mit ihrer minima- 
len DNA-Sequenz stabil in die Zellen integriert, insbeson- 
dere unter der Kontrolle eines Promoters wie des starken 
und hepatozytenspezifischen Hybridpromoters EllmCMV. 
Besonders bevorzugt ist die adenoviral E1-Region des 
Serotyps 5 von Nukleotid 459 bis 3518. 

b) Es werden antiapoptotische Gene eingefuhrt. Bevor- 
zugte Gene sind Bc1-2 (besonders bevorzugt Bc1-Xl), E1B 
19K des Adenovirus und p35 des Baculovirus. 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft eine Verpackungszellinie zur Pro- 
duktion von El deletierten Adenoviren. Anwendungsge- 
biete sind die Gentechnik, die Medizin und die pharmazeu- 

tische Industrie. . . . . r, ^ 

Rekombinante Adenoviren, die zu medizimschen Zwek- 
ken bei einer somatischen Gentherapie oder zur Tumorthe- 
rapie eingesetzt werden sollen, diirfen nach Gentransfer in 
den Zielzellen nicht mehr replizieren, um ein unkalkuherba- 
res gesundheitliches Risiko fur den Empfanger zu vermei- 

d6 Die Fahigkeit zur Virusreplikation nach Infektion setzt 
ein weitgehend intaktes virales Genom voraus und kann 
durch Entfernung essentieller Genfunktionen blockiert wer- 
den. Bei den zur Zeit verwendeten Adenoviren wird eine 
kiinstLiche, 3180 Basenpaare umspannende, Deletion in der 
sogenannten El-Region vorgenommen (An efficient and fle- 
xible system for the construction of adenovirus vectors with 
insertions or deletions in early region 1 and 3. A. Bett, W. 
Haddara, L. Prevec and EL. Graham, Proc. Natl. Acad Sa. 
USA (1994), 91. 8802-8806). Da die entfernten El-Gene 
aber erundsatzlich zur Produktion von Adenoviren notwen- 
dig sind, miissen diese von der Zellinie, auf der die Virus- 
produktion erfolgen soli, supplementiert werden. 

Zellinien, die zur Produktion von El deletierten Adenovi- 
ren (El* Adenoviren) verwendet werden, sollten aus diesem 
Grund adenovirale El Gene stabil exprimieren. 

293-Zellen 

Die erste und lange Zeit einzige Zellinie zur Produktion 
von El* Adenoviren sind die "293-Zellen". 293-Zellen sind 
aus primaren embryonalen Nierenzellen nach Immortaksie- 
rune durch stabile Expression adenoviraler El Gene hervor- 
gegangen (Characteristics of Human Cell Line Transformed 
by DNA from Human Adenovirus Type 5, F.L. Graham and 
J Smiley, J gen Virol (1977), 36, 59-72). Exakte Angaben 
uber die in 293-Zellen integrierten viralen Gene exisUeren 
nicht 293-Zellen tragen wahrscheinlich 12% vom 5*Ende 
des linearen Virusgenoms (in 4-5 Kopien) und 10% des 
3'Endes (in 1 Kopie). 293-Zellen haben fur die Haltung in 
Zellkultur giinstige Wachstumseigenschaften und erlauben 
eine hochtitrige Produktion von El* Adenoviren. 

Nachteile von 293-Zellen 



293-Zellen tragen in ihrem Genom adenovirale Sequen- 
zen die mit viralen Sequenzen im El* Vektor idenusch 
sind Dies betrifft besonders den Bereich, der das adenovi- 
rale Verpackungssignal enthalt. Uber diese homologen Se- 
quenzen kann es zu einer Rekombination mit der moghchen 
Folee einer Wiidtypvirusentstehung kommen. Die homolo- 
gen Bereiche sind nicht essentiell rur die Verpackungsfunk- 
tion und konnen entfernt werden. 

Die Produktion therapeutischer El* Adenoviren nach 
GMP Kriterien erfordert weitgehende Freiheit von Wildtyp- 
viren und macht die Etablierung neuer Zellinien notwendig, 
in denen das Risiko von Wildtyprekombination so niedng 
wie moglich gehalten werden soil. 

Neue adenovirale Verpackungslinien 

Es existieren bislang nur wenige (3 publizierte) nicht von 
293-Zellen abgeleitete El positive ZeUinien, die zur Pro- 
duktion von El Viren verwendet werden konnen. 

Imler und seine Kollegen haben eine Lungencarcinomli- 
nie als AusgangsUnie verwendet (Novel complementaUon 



cell lines derived from human lung carcinoma A549 cells 
support the growth of El-deleted adenovirus veetors LL. 
Irrder and M Methali, Gene Therapy (1996) 3, 75-84)^ Das 
rur die Etablierung der stabilen Linie verwendete El-Kon- 
5 strukt enthalt kein Verpackungssignal mehr. Allerdmgs sind 
am VEnte noch 510 Basenpaare homolog zu Vektorsequen- 
zen so daB hier eine homologe Rekombination theoreusch 
denkbar ist. Hinzu kommt eine Stopmutation im If*™- 
men des 55kd E1B Proteins, die dazu ruhrt, daB kein E1B 
to 55kd Protein im ZeUysat mehr nachgewiesen werden kann 
und sich die antiapoptotische Wirkung wahrscheinhch aur 
das 19 kd Protein beschrankt. 

Die zweite Linie ist durch Immortalisierung von humanen 
embryonalen Retinoblasten mit adenoviralen El Genen ent- 
15 standen (Characterization of 911; A new helper cell line for 
the titration and Propagation of early region 1-deleted ade- 
noviral vectors, J.F. Fallaux and A J. van der Eb, Human 
Gene Therapy (1996), 7, 215-222). Bei dem zur Inimortah- 
sierung verwendeten El Konstrukt (Ad-Xhol) handelt es 
20 sich um ein Plasmid, das am 5*Ende das komplette Verpak- 
kungssignal und am 3*Ende uber 2200 Basenpaare homo o- 
ger Sequenzen enthalt. Die Wahrscheinlichkeit einer Wild- 
typrekombination ist damit der in 293-Zellen verg leichbar. 
Die dritte Zellinie ist ebenfalls durch Immortalisierung 
25 von humanen embryonalen Retinoblasten entstanden 
(PER.C6: A novel helper ceU line for RCA-free producUon 
of El -deleted recombinant adenovirus vectors, F.J. Fallaus, 
R C Hoeben, KongreBbeitrag, Gene Therapy and Molecular 
Biology International Conference, Heraklion, Greece 
30 1997) Das verwendete El-Konstrukt wurde am 5 und 
3-Ende in einer Weise trunkiert, bei der keine Uberlappung 
mit Vektorsequenzen mehr moglich ist. Die Zellen erlauben 
eine hochtitrige Virusproduktion und gewahrleisten ein ho- 
hes NaB an Sicherheit vor Wildtyprekombinanonen. Zusatz- 
35 Uch zu den 19 und 55kd E1B Proteinen enthalten diese Zel- 
len keine weiteren antiapoptotischen Gene. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine neue Zel- 
linie zur Herstellung von El -deletierten Adenoviren, insbe- 
sondere zur HersteUung von Apoptose-induzierenden ade- 
40 noviralen Vektoren zu entwickeln. Dabei ist das Problem zu 
losen, daB die Apoptose nicht schon in der Produktionshnie 
eintritt. Es soil femer ausgeschlossen werden, daB im Ver- 
laufe der Vektorproduktion eine WildtyprekombinaUon ein- 
tritt 

45 Die Erfindung wird gemaB den Anspriichen 1 und 9 reali- 
siert, die Unteranspriiche sind Vorzugsvarianten. Ausgangs- 
punkt der Verpackungszellinie ist die Leberzellime Hep^ 

(DSM ACC 2302). 
Diese Linie wird in folgender Weise verandert: 

50 a) Die El-Region von Adenoviren wird mit ihrer mini- 
malen DNA-Sequenz stabil in die Zellen integriert, ms- 
besondere unter der Kontrolle eines Promoters wie des 
starken und Hepatozyten-spezifischen Hybndpromo- 
55 ters EHmCMV. Besonders bevorzugt ist die adenovi- 
rale El-Region des Serotyps 5 von Nukleotid 459 bis 

3518. . _ ^ 

b) Es werden antiapoptotische Gene emgeruhrt. We- 
vorzugte Gene sind Bcl-2 (besonders bevorzugt Bcl- 
60 x L ), E1B 19K des Adenovirus und p35 des Baculovi- 



rus. 

Die El-Region hat eine Helferfunktion fiir die Vermeh- 
rung von El-deletierten Adenoviren. Die minimale Lange 
der El-Se<menz gibt die Sicherheit, daB keine Kontamina- 
tion durch replikationsfahige Viren durch Rekombination 
eintritt. Die eingefuhrten antiaptotischen Gene fuhren dazu, 
daB Vektoren mit apoptoseinduzierenden Genen produziert 
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werden, welche schlieBlich in den Himorzellen Apoptose 
induzieren. 

Die Einfiihrung der beiden Faktoren a) und b) erfolgt ge- 
mafi der Erfindung in folgender Weise. HepZ-Zellen werden 
in an sich Ublicher Weise mit Plasmiden behandelt, die die 5 
einzufuhrenden Gene enthalten (entweder auf einem Plas- 
mid oder auf 2 Plasmiden). Ein gleichzeitig cingefuhrter Re- 
sistenzmarker erlaubt die Selektion der positiven Klone. 

Die erfindungsgemafi von der Linie HepZ (DSM ACC 
2302) abgeleiteten El positiven Zellinien enthalten keine 10 
zum Vektor homologen Sequenzen. Dadurch wird jede 
Moglichkeit einer Wildtyprekornbination ausgeschlossen. 
Die zusatzliche Expression von Antiapoptosegenen erlaubt 
dariiberhinaus die Produktion von Vektoren mit apoptosein- 
duzierenden Genen fiir die 1\imortherapie. 15 

HepZ ist als Ausgangszellinie fiir die erfindungsgemaBe 
Verpackungszellinie besonders geeignet. Sie ist eine hu- 
mane Hepatozytenlinie mit hoher Proteinsynthesekapazitat, 
welche auch zu hohen Virusertxagen fuhrt. Das unter ande- 
rem zur Immortalisierung dieser Zellen verwendete E2F- 20 
Gen fuhrt zu einer zusatzlichen Stimulierung der adenovira- 
len Genexpression und damit zu maximalen Virusausbeu- 
ten, wie sie mit den bisher existierenden Zellinien nicht er- 
reichbar sind. 

Die Vorteile der erfindungsgemaBen neuen Zellinie beste- 25 
hen vor allem darin, daB es sich um eine humane Zellinie 
handelt, die auBerdern auch keine endogenen Viren enthalt. 



Patentanspruche 

30 

1. Neue Verpackungszellinie zur Produktion von El 
deletierten Adenoviren, gekennzeichnet durch die Le- 
berzellinie HepZ (DSM ACC 2302) mit den zusatzli- 
chen Insertionen 

a) der minimalen El -Region von Adenoviren und 35 

b) von antiapoptischen Genen. 

2. Neue Verpackungszellinie nach Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet, daB die El -Region an den Hy- 
bridpromoter EQmCMV gekoppelt ist. 

3. Neue Verpackungszellinie nach Anspruch 1, da- 40 
durch gekennzeichnet, daB die El -Region die Sequenz 
von Nukleotid 459 bis 35 1 8 enthalt. 

4. Neue Verpackungszellinie nach Anspruch 1-3, da- 
durch gekennzeichnet, daB als antiapoptotisches Gen 
das Gen fiir Bc1-xl eingesetzt wird. 45 

5. Neue Verpackungszellinie nach Anspruch 4, da- 
durch gekennzeichnet, daB als antiapoptisches Gen das 
Gen fur Bcl-2 eingesetzt wird. 

6. Neue Verpackungszellinie nach Anspruch 1-3, da- 
durch gekennzeichnet, daB als antiapoptisches Gen 50 
eine zusatzliche Kopie des Adenovirusgens E1B 19K 
eingesetzt wird. 

7. Neue Verpackungszellinie nach Anspruch 1-3, da- 
durch gekennzeichnet, daB als antiapoptotisches Gen 
das Gen fiir p35 des Baculovirus eingesetzt wird. 55 

8. Neue Verpackungszellinie HepZ-Promoter EI- 
ImCMV-minimal El (Nukleotide 459-35 18)-Bcl-x L . 

9. Verwendung der neuen Verpackungszellinie gemaB 
Anspruch 1-8 zur Herstellung von rekombinanten 
Adenovirusvektoren. 60 

10. Verwendung der neuen Verpackungszellinie ge- 
maB Anspruch 1-8 zur Herstellung von rekombinanten 
Adenovirusvektoren mit apoptoseinduzierenden Ge- 
nen. 
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